
R O C Z N I K  N A U K O W O - D Y D A K T Y C Z N Y  WSP W K R A K O WI E

Zesi/ł 39 Prace botaniczne II Rok 1970

I

Mieczysław Bozmus, Krystyna Piskorek

WPŁYW DWÜSIAHCZANU CZTEBOMETYLOTIDHAMU /TIZDD/ NA PRZEBIEG PODZIAŁÓW 
MITOTYCZNYCH W KOHÔBKACH MEBYSTEMATYCZNYCH SSGALE CEBEALE L.

Na przestrzeni ostatnich la t  wprowadzono do praktyki ro ln icze j wie
le środków grzybobójczych,stosowanych głównie jako tak zwane zaprawy na
sienne. Obok innych stosowana je s t  również zaprawa nasienna T . Preparat 
ten zawiera około 50% dwusiarczku czterometylotiuramu /Т1Ш)/ oraz noś
nik mineralny. Składnikiem b io lo giczn ie  czynnym tego preparatu i  działa
jącym toksycznie je s t  dwusiarczek czterometylotiuramu £1 J .  Stosowany je s t  
on do zaprawiania nasion oraz odkażania gleby. W przypadku żyta /Seca le  
cereale L . /  TMTD polecany je s t  jako środek niszczący zarodniki oraz grzy
bnię takich  jego pasożytów jak Głownia źdźbłowa Tuburcina occulta żyta 
oraz Pleśń  śniegowa Fusarium n iv a le .

Wiele preparatów grzybobójczych prócz toksycznego działania na okre
ślony rodzaj patogenów wpływa również ujemnie na organizm żyw iciela. Wpływ 
ten oczywiście je s t  różny i  na ogół ś c iś le  uzależniony od koncentracji da
nego preparatu i  czasu jego d z ia ła n ia ,a  ponadto nieobojętnym je s t  również 
etap ontogenezy danego organizmu. Organizmy zaawansowane w rozwoju onto- 
genetyeznym są na ogół odporniejsze na szkodliwe działanie tych środków. 
Niektóre preparaty wpływają na organizm żyw iciela jako mutageny chemicz
ne indukując różne typy m utacji punktowych,takich jak tranzycje,transwer- 
s je ,d e le c je  czy in serc je  £5,8,113» Niejednokrotnie indukują one zmiany 
w strukturze chromosomów, a więc różne typy m utacji chromosomowych' oraz 
zmiany prowadzące do podwojenia lub uwielokrotnienia liczb y  chromosomów 
w komórkach somatycznych. Obserwowano również powstawanie komórek dwu-lub 
wielojądrowych. Powstawanie komórek wielojądrowych względnie jąder p o l i -  
ploidalnych związane je s t  n a jczęście j z inaktywacją wrzeciona podziało
wego .wywołaną działaniem różnych środków chemicznych.Spośród środków ochrô  
ny ro ś lin  cytologiczny charakter działania fitotoksycznego poznany został 
dla takich herbicydów jak profam,chloroprofam,barban oraz EPTC.Większość 
jednak środków ochrony r o ś lin , a wśród nich zaprawa T ,n it  było badanych 
pod tym względem , Sij.
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W związku z powyższym wydało s ię  interesującym stw ierdzić, ozy za
warty w zaprawie T dwusiarczek czterometylotiuramu, stosowany w stęże
niach. zalecanych oraz innych stężeniąch, wywiera wpływ na funkcjonowanie 
komórek merystematycznych w kiełkujących ziarniakach; żyta? w szczególnoś
c i  zaś chodziło o wpływ te j  substancji na aktywność mitotyczną oraz prze
bieg mitozy.

M a t e r i a ł  i  m e t o d y k a  b a d a ń

Badania przeprowadzono na ziarniakach Secale cereale L . , odmiana Smo- 
lick ie .P och od ziły  one ze zbioru 1969 r .  i  wykazały wysoką zdolność k ie ł
kowania, wynoszącą około 96%. Z iarniaki te  sprowadzono z Zakładu Eoślin  
Zbożowych THar w Krakowie. Zaprawa nasienna T, którą traktowano ziarnia
k i pochodziła z Pracowni E k o fiz jo lo g ii Zakładu R oślin  Zbożowych IHAR.

W pierwszej s e r i i  doświadczeń wytrząsano ziarn iaki o normalnej w il
gotności z ТМИ), a następnie wysiewano je  na bibule f i ltr a c y jn e j nasyco
nej wodą wodociągową w szalkach Petriego. Stosowano następujące dawki 
T*£DD, przypadające na 10 g ziarniaków: 0,1 g , 0 ,2  g , 0 ,4  g .

U drugiej s e r i i  doświadczeń wysiewano ziarn iaki w szalkach Petriego 
na bibule f i ltr a c y jn e j wysyconej określoną zawiesiną TMED. W te j  s e r ii  
stosowano następujące zawiesiny: 1 g TÎÆPD na 100 ml wody,2 g TMTD na 100 
ml wody, 4 g TMTD na 100 ml wody. Równocześnie z materiałem traktowanym 
•rysiano m ateriał kontrolny. Hodowlę prowadzono w warunkach laboratoryj
nych w temperaturze 18°C. Po trz  ch dniach od założenia doświadczeń obli
czono procent skiełkowanych nasion,a następnie zawsze około godziny dwu
n astej przystępowano do pobierania prób do badań cytologicznych. Wierz
chołki wzrostu korzeni utrwalono w uproszczonym utrwalaczu Carao'a; czas 
utrwalani a wynosił 4 godziny. Utrwalony m ateriał hydrolizowano kwasem 
solnym, rozcieńczonym wodą destylowaną w stosunku 1 :1 . Optymalnym czasem 
hydrolizy DNA. w badanym materiale okazał s ię  czas 20 minut.Kolejnym eta
pem było przeprowadzenie mikrochemicznej re a k c ji Feulgena. W omawianej 
rea k cji czas traktowani a materiału odczynnikiem S ch iffa  wahał się w gra
nicach od 30 do 120 minut. Z tak przygotowanych wierzchołków wzrostu ko
rzeni sporządzono rozgnioty; odwadniano je  alkoholem etylowym, butylowym 
oraz ksylenem, a następnie zamykano w balsamie kanadyjskim.

Analizy cytologiczne preparatów wykonywano przy użyciu mikroskopów 
optycznych LGrOG oraz ÏTfPfc Z e is s 'a .
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ï  y n i  к i  b a d a ń

We wszystkich przypadkach traktowanie ziarniaków TIED spowodowało 
obniżenie zdolności kiełkowania. Obniżenie to wahało s ię  w grani each od 
2 do 4 procent w przypadku wytrząsania ziarniaków z TÎED /ta b e la  1 / ,  zaś 
я przypadku stosowania zawiesin TIED wahało s i ę  ono w granicach od 3 do 
8 procent.

O b s e r w a c j e  c y t o l o g i c z n e

Porównanie wszystkich s e r i i  traktowanych z materiałem kontrolnym po
zwoliło stw ierd zić , że w każdym przypadku dwusiarczek czterometylotiuramu 
obniżał aktywność mitotyczną komórek merystematyczaych wierzchołków wzro
stu korzeni. Opisywane doświadczenia przeprowadzono w okresie zimowym, 
w miesiącu lutym 1970 r .  W tym czasie z natury rzeczy aktywność m itoty- 
czna komórek merystematycznych tego gatunku je s t  n iska. W badanym mate
ria le  kontrolnym jedynie 700 komórek merys tematycznych na badanych 4350 
było w trakcie podziału mitotycznego; stanowi to  zaledwie 16,09%, mimo, 
że materiał do analiz cytologicznych utrwalono około godziny dwunastej, 
to je s t  o te j  porze dni a,kiedy aktywność mitotyczną komórek merystematy- 
cznych S . cereale osiąga swoje maksimum. W m ateriale traktowanym procent 
dzielących s ię  komórek merystematycznych był zawsze niższy.Obserwacje po
działów mitotycznych w korzonkach pochodzących z ziarniaków wytrząsanych 
z określoną i lo ś c ią  TIED ujawniły, że procent dzielących s ię  komórek me
rystematycznych był odwrotnie proporcjonalny do i lo ś c i  użytego TIED. Jak 
widać z ta b e li 2 w przypadku stosowania 0,1 g TIED procent dzielących się 
komórek wynosił 8 , 36; podwojenie t e j  dawki obniżyło aktywność mitotycz
ną komórek ta k , że procent dzielących s ię  w tym przypadku komórek wyno
s i ł  4 ,4 1 , kolejne podwojenie dawki TIED do 0 ,4  g powoduje dalsze gwałtow
ne obniżenie aktywności m itotycznej. W badanym materiale analizowano 
25 820 komórek merystematycznych, pochodzących z ziarniaków traktowanych 
0,4 g TIED, w tym jedynie 200 komórek było w stadium mitozy; stanowi to 
0,73%. Nieco inną zależność udało s ię  stw ierdzić w przypadku stosowa
nia TIED w p ostaci zawiesiny. Najniższy procent dzielących s ię  komórek 
/2 ,8 3 / zauważono przy stosowaniu zawiesiny zawierającej 2 g TIED, nato
miast zarówno w przypadku stosowania dawki dwukrotnie n iższej jak i  dwu
krotnie wyższej procent dzielących s ię  komórek merystematycznych był wyż
szy. N przypadku stosowania 1 g TIED procent dzielących s ię  komórek wy
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n osił 3 ,7 7 , zaś w przypadku dawki 4 g ТМИ) był wyższy i  wynosił 5 ,4 9 . *t 
wszystkich omawianych przypadkach procent aktywnych mitotycznie komórel 
tkanki merystematycznej był kilkakrotnie niższy a n iż e li w m ateriale kon
trolnym.

Na podstawie obserwacji kolejnych etapów podziału mitotycznego uda
ło  s ię  stw ierdzić, że TMTD wpływa głównie na jądra interfazowe, ograni
czając w znacznej mierze ich  możliwości podziałowe.Jak widać z ta b e li 2, 
w materiale kontrolnym 11 , 03% komórek rozpoczynało podział mitotycznj 
podczas gdy w materiale traktowanym w stadium profazy m itotycznej wcho
dziło od 0,54% do 5,89% komórek tkanki merys tema tyczn ej. Trzeba zaznaczyć, że zdol 
ność w ejścia w profazę podziału mitotycznego malała w miarę zwiększani! 
dawki TMTD. Zależność ta  została  stwierdzona tylko w przypadku wytrząsa
nia ziarniaków z TMTD. Co s ię  tyczy stosowania zawiesin te j  substancji, 
to  również we wszystkich seriach tego doświadczenia zaobserwowano wyraź
ne ograniczenie możliwości rozpoczęcia podziałów mitotycznych badanyot 
komórek jednakże w tym przypadku zwiększenie dawki TMTD przynajmniej i 
pierwszym etapie działania nie blokowało tak znacznie aktywności' mitoty
cznej komórek. Dalsze stadia  podziału mitotycznego przebiegały w więk
szości badanych komórek prawidłowo i  prowadziły do powstania komórek po
tomnych o te j samej co komórki macierzyste lic z b ie  chromosomów.

Niemniej przeto w niektórych komórkach dało s ię  zauważyć pewne nie
normalności dotyczące w ielkości i  k szta łtu  jąder komórkowych,barwliwości 
chromosomów oraz ich  układu w płaszczyźnie równikowej komórki w czasii 
metafazy, a ponadto widać było sporadycznie zakłócenia związane z mecha
niką rozchodzenie s ię  chromosomów w an atelofazie . Wydaje s i ę ,  że nasile
nie tych zmian wiąże s ię  zarówno z w ielkością stosowanej dawki TMTD ja) 
i  z czasem jego działan ia . Zagadnienia te  jednakże ze względu na ich  spe 
cyfikę będą przedmiotem osobnej pracy.

D y s k u s j a

Przeprowadzone badania cytologiczne pozwalają tw ierd zić , że dwu
siarczek czterometylotiuramu zawarty w zaprawie T wywołuje pewne zmian 
w jądrach interfazowych komórek tkanki merystematycznej korzeni Secali 
cereale. afektem tych zmian je s t  obniżenie zdolności do podziałów mito
tycznych komórek te j  tkanki. Na podstawie tego wnosi s ię ,  że TMTD zawar
ty w zaprawie nasiennej T je s t  substancją mito-depresyjną.

Znaczne obniżenie aktywności mitotycznej komórek merys tematycznyc: 
wierzchołków wzrostu korzeni Secale cereale w wyniku traktowania ich  pa
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rami Jodu obserwowała również Wajda /1963/* Podobne zjawiska zaobserwo
wali też Wilson, TeHay i  Hypio /19 5 2 / w komórkach merystematycznych Al
lium, pod działaniem cyclochlorohemanu. Jak wynika z badań Kihlmana/1966/ 
liczne substancje chemiczne,indukujące mutacje,wpływają w pierwszym rzę
dzie na obniżenie aktywno ści m itotycznej komórek. Wydaje s i ę ,  że obniże
nie aktywności mitotycznej je s t  czasowe i  związane ś c iś le  zarówno z cza
sem działania danej su b stan cji, jak i  z w ielkością je j  dawki.Wstępne ob
serwacje badanego materiału sugerują, że TMÏD nie zakłóca w sposób trwa
ły metabolizmu komórki i  po przeniesieniu materiału w warunki r. -malne 
aktywność mitotyczna komórek stopniowo wzrasta. Po 7 dniach je s t ona rów
na aktywności mitotycznej komórek w m ateriale kontrolnym. Zagadnienie to 
jednakże wymaga jeszcze dalszych szczegółowych badań.

Zdecydowana większość badaczy zajmujących s ię  zagadnieniami wpływu 
różnych substancji na mitozy w komórkach merys tematycznych zwraca mniej
szą uwagę na aktywność mitotyczną komórek,a in teresu je s ię  głównie zmia
nami strukturalnymi chromosomów oraz przebiegiem kariokinezy/Levarm 194-9/, 
Ennis 1948, Orafte 1961/, E o ertin g-K eiffer о Mickey /1969/ i  in n i. Takie 
stanowisko je s t  w pełni uzasadnione, gdyż anormalności dotyczące struk
tury chromosomów oraz przekazywanie ich  z komórki na komórkę, decyduje o 
dalszych etapach ontogenezy danego osobnika, oraz o jego genotypie i  f e -

T a b e l a  1.

Zdolność kiełkowania ziarniaków Secale cereale L . , odmiana Smolickle 
traktowanych TMTD i  w k o n tro li.

Sposób traktowania 
ziarniaków

Zdolność 
kiełkowania w %

Obniżenie zdolności 
kiełkowania w %

Wytrząsane

0,1 g TMTD/10 g 95 3
0,2 g TMTD/10 g 96 2

0,4  g TMTD/10 g 94 4

Zawiesina

1 g TMTD/100 ml 91 7

2 g T1ËPD/100 ml 90 3
4 g TMTD/100 ml 95 3

Kontrola 98
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T a b e l a  2,

Częstotliw ość mitoz w komórkach merystematycznych korzonków Secale 
cereale L . , odmiana Smolicka traktowanych TLZTD i  w k o n tro li.

Sposób
traktowania

Sproszkowany TI..TD 
g/10 g ziarniaków

Zawiesina
g/ml Kontrola

0,1 0 ,2 0 .4 1/100 2/100 4/100
Liczba bada
nych komórek 5260 8380 25820 5570 2295 22910 4350

1 Interfazy 4320 3010 25620 5360 2230 22650 3e50

/0 91,64 95,59 99,27 96,23 97,17 94,51 33,91

Profazy 310 250 140 t-0 40 330 480
% 5,89 2 ,93 0 ,54 1,07 1,74 3,34 11,03

Uetafazy 40 50 20 50 10 130 120

% o ,7 c 0 ,5 9 0,07 0 ,3 9 0 ,4 3 0 ,5 6 2,75

Anafazy 10 10 30 30 5 100 oO

% 0 ,19 0,11 0,11 0 ,5 3 0,21 0 ,4 3 1,37

30 60 10 70 10 150 40
Telofazy ^ 1,52 0,71 0 ,0 3 1,25 0 ,4 3 0 ,6 5 0,91

Ogółem mitoz 440 370 200 210 65 1260 700

£/0 3,3b 
. .  , —...—i

4,41 0 ,7 3 3,77 2,33 5,49 16,09
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Mieczysław Rozraua, Krystyna Piskorek

THE EFÎECT OF TETRAMETHYLOTURAM DXSDLPHATE /TMTD/ OK THE PROCESS OF MITOTIC DIVI
SIONS IK MERISTEMATIC CELLS OF SECALB CEREALE L.

I t  has bean found by analysis that the tetranethyloturam disulphats contained 
in the seed dressing T reduces the m itotic a c tiv ity  of meristematic c e lls  of co
nical growing points of Secale cereals L. The decrease of the c e l l ’ s d iv is ib i l i t y  
varied according to the size  of the TMTD dose applied.

In most of the examined c e l l s ,  the successive stages o f  karyokinesis have fo >  
lowed a normal course; nevertheless, however, in  a few c e lls  certain  ir re g u la ri
ties have been detected, which in  a l l  prob ab ility  were the resu lt o f in tr a -ch ro - 
mosomal changes brought about by TMTD. The problem w ill  be presented in  a separa
te paper.

Мечислав P о в м у  о ,  Кристина П н о к о р а х

ВЛИЯНИЕ ГЕТРАМЕТИЛТИУРАМДИСУЛЬФИДА /ТМТБ/ НА ПРОЦЕСС МИТОТИЧЕСКОГО ДЕЛЕНИЯ В МЕРИ- 
СТЕМАТИЧЕСКИХ КЛЕТКАХ SECALE CEREALE L.

На основании опытов авторы установили, что тетраметилтиурамдисульфид, входящий 
в состав протравителя, понижает митотическую активность меристематических клеток
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конусов нарастания secale cereale l. Понижение способности клетки к делению зави
село от величины применявшихся доаисов тито.

Ход очередных фаз кариокинеза был в большинстве исследованных клеток правиль
ным. Вместе с тем в немногих клетках были обнаружены некоторые неправильности, яв
ляющиеся по всей вероятности последствием вызванных гмта перемен в хромосомах. Это
му вопросу авторы намерены посвятить отдельную статью.


